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RESUMEN 
 
El presente estudio se realizó en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad 
Nacional Agraria de abril del 2007 a marzo del 2008, con el objetivo de mejorar la 
eficiencia de producción de piña (Ananas comosus (L.) Merr.) en diferentes fases de la 
micropropagación. En establecimiento, enraizamiento y aclimatización se evaluaron 
medios de cultivos con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento. En la 
multiplicación se estudió  el tipo de consistencia del medio, frasco y número de 
explantes por frasco. En la fase de establecimiento los medios de cultivo que contenían 
las sales de Murashige y Skoog, (1962) con 1 mg/l BAP y 0.1 mg/l AIA ó ANA 
favorecieron la separación de los primordios de hojas; el color verde se presentó en los 
medios con ANA y BAP. En la fase de multiplicación los mejores medios de cultivo 
contenían 2 y 3 mg/l BAP de consistencia líquida, con brotes de 0.96 y 1.20. Los 
medios de cultivo que contenían las sales MS de consistencia semisólida fueron 
superiores en número de hojas y raíces. La formación de brotes fue superior al usar 
frascos de 220 ml con 8 explantes en medio semisólido con un promedio de 3.43. La 
longitud de planta y el número de hojas presentaron promedios superiores en medio  
semisólido con 5 explantes y en frascos de 220 ml y 430 ml, respectivamente. La 
inducción de raíces fue favorecida en los medios de cultivo que contenían 1 mg/l de 
BAP con 40 g/l de sacarosa. Para la variable número de brotes, hojas y longitud de 
planta no hubo diferencia significativa entre los tratamientos. Las vitroplantas 
provenientes de plantas enteras presentaron 100 % de sobrevivencia. El promedio de 
espinas fue más acentuado en los tratamientos de plantas partidas longitudinalmente. El 
número de hoja resultó similar estadísticamente en los medios con diferentes niveles de 
sacarosa en combinación con 0.1 y 1 mg/l de AIA. La longitud de planta obtuvo el 
mejor promedio en el medio que contenía 0.5 mg/l de AIA con 30 g/l de sacarosa. 
 
 
Palabras claves: MS, cultivar, propagación in vitro, AIA, ANA, BAP. 
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I - INTRODUCCIÓN 
La piña pertenece a la división de las monocotiledóneas, familia de las Bromeliáceas, al 
género Ananas, y su nombre científico es (Ananas comosus (L.) Merr.) originaria de 
América Tropical específicamente de América del sur (Martínez, 1981). La fruta es 
reconocida como una de las más finas de las regiones tropicales y se le considera la 
reina de todas las frutas (López, 1996). La piña es muy apreciada por su valor nutritivo, 
es rica en carbohidratos, libre de grasas saturadas y colesterol, baja en sodio y muy alta 
en vitamina C y minerales, además es un alimento altamente digestivo debido a la 
enzima bromelia (Castañeda, 2003). 
 
López (1996) señala que en los últimos cien años, la piña se ha convertido en una de las 
principales frutas comerciales del trópico, se produce en numerosas regiones tropicales 
del mundo y se exporta sobre todo a Estados Unidos y la Unión Europea. 
 
Hoy la piña  es el segundo cultivo tropical en volumen de producción, solo superado por 
la banana (Musa acuminata) y conforma más del 20 % de la producción comercial, de la 
cual el 70 % se consume fresca y el resto se destina al enlatado en almíbar. Los 
principales productores son Brasil, China, Filipinas, India y Tailandia; que concentran 
el 50 % de la producción. Otros productores de relieve son Costa Rica, Indonesia, 
Kenia, México y Nigeria. En 1999 Tailandia produjo 2. 331 millones de toneladas y 
Filipinas 1. 495 millones de toneladas. La producción mundial ascendió en ese mismo 
año a 13.147 millones de toneladas (Medina y García, 2006). 
 
En Nicaragua el cultivo de la piña se inicia en los años 50 con la introducción de la 
variedad Monte Lirio en el municipio de Ticuantepe donde se cultivaba de manera 
tradicional sin implementar ningún tipo de tecnología. En los años 80 el cultivo toma 
auge considerándose como altamente rentable debido a sus características que hacen 
posible planificar la producción durante todo el año productivo (CENADE, 2000). El 
mayor volumen de su producción comercial se concentra en dos zonas: Ticuantepe, 
donde se cultiva el cultivar Monte Lirio. La otra zona conocida como la Meseta de los 
Pueblos, donde se está cultivando el cultivar Cayena Lisa. En 1997 el INTA estimó la 
producción nacional en un promedio de 25, 531 frutos/ ha /año en un área de 970 ha. 
El cultivar Monte Lirio es muy apreciada en el mercado interno, pero de menor 
aceptación en el mercado internacional y Cayena Lisa que en la actualidad es uno de los 
cultivares más importante por la calidad de su fruto, sin embargo presentan algunos 
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inconvenientes en cuanto a fragilidad en el transporte y marcada susceptibilidad a 
ciertas enfermedades (López, 1996). 
 
La piña es un cultivo con buen futuro para los pequeños agricultores y para el país como 
generador de mayores ingresos y de divisas, por la demanda internacional con 
posibilidad de exportación a Estados Unidos y Europa para el consumo fresco, así como 
también para ser industrializada (IICA, 2004).  
 
Recientemente se está introduciendo al país el cultivar MD-2 conocido también por los 
nombres Golden Ripe, Extra Sweet o Maya Gold, porque su fruta es preferida en los 
mercados internacionales gracias a los atractivos en cuanto a sabor, olor, propiedades 
alimenticias, versatilidad culinaria, entre otras características. El cultivar MD-2 es un 
híbrido desarrollado en Hawai a partir de Cayena Lisa cuyo peso promedio es de 1.3 a 
2.5 kg, de color naranja- amarillo intenso con un alto contenido de azúcar de 15 -17 
grados brix; es un fruto dulce, compacto y fibroso. Las diferencias que presenta con 
respecto a la variedad Cayena Lisa son: mayor resistencia al oscurecimiento interno, 
menor contenido de ácido ascórbico total, menor susceptibilidad a la pudrición y al 
ataque de Phytopthora (Medina y García, 2006). 
 
Las exportaciones de piña de Nicaragua son mínimas, sin embargo, este cultivo tiene 
una creciente demanda en el mercado nacional, el precio por unidad está en dependencia 
de la calidad, que comprende: tamaño, olor, sabor y, sobre todo, que esté libre de daños 
superficiales (Munguía, 2006). 
 
Entre los principales problemas que impiden el aumento en la calidad de la producción 
en nuestro país se destacan la falta de financiamiento, falta de capacitaciones dirigidas a 
los productores tanto en el manejo agronómico, manejo de poscosecha. La técnica de 
cultivo de tejidos vegetales ofrece alternativas en la producción de plantas en grandes 
volúmenes en corto tiempo como en la obtención de plantas libres de patógenos 
causantes de enfermedades y garantizando la estabilidad genética del cultivar a 
propagar. 
 
El empleo de la técnica de micropropagación en el cv MD-2, produciría las siguientes 
ventajas en comparación a los métodos convencionales de propagación: se evitaría la 
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diseminación de plagas y enfermedades, reducción del volumen del traslado de semilla, 
se reduce la aplicación de pesticidas, planificación de la cosecha, se obtiene un material 
sano y uniforme, no se producen afectaciones en la salud de las personas que manipulan 
el material vegetativo, se conserva la identidad genética del cultivar, material genético 
altamente productivo, propagación más rápida y en mayores volúmenes (Sandoval, 
2001). 
 
OBJETIVOS 
1.1 Objetivo general: 
Mejorar la eficiencia de producción en las diferentes fases de la micropropagación del 
cultivo de piña (Ananas comosus (L) Merr.) cultivar MD-2. 
 
1.2 Objetivos específicos: 
1. Definir las mejores concentraciones de reguladores de crecimiento (ANA, AIA y 
BAP) en la fase de establecimiento de ápices. 
2. Identificar las mejores concentraciones de BAP, consistencias de medio de 
cultivo, tipos de tejidos, efecto del número de explantes y volumen del frasco en 
la fase de multiplicación. 
3. Definir las mejores concentraciones de AIA y sacarosa para la producción de 
raíces.  
4. Evaluar la respuesta de las plantas en base al crecimiento y la sobrevivencia en 
la fase de aclimatización. 
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II- MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1 Localización del experimento 
La producción in vitro de plantas de piña cv MD-2 se realizó en el laboratorio de cultivo 
de tejido vegetal del programa Recursos Genéticos Nicaragüenses (REGEN) de la 
Facultad de Agronomía de la UNA, ubicado en el km. 12 ½ carretera norte, 
geográficamente se localiza entre las coordenadas 12º08` latitud Norte y 86º10` longitud 
Oeste con una altitud de 56 msnm en el departamento de Managua. El estudio se realizo 
en el periodo abril 2007- marzo 2008. 
 
2.2 Selección del material vegetativo 
El material vegetativo se obtuvo de áreas de siembra de productores del municipio de 
Ticuantepe, departamento de Managua, se seleccionaron renuevos conocidos como 
hijos axilares que presentaron un buen estado morfológico y fisiológico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Figura 1. Hijos axilares de piña cv MD-2 seleccionados 
    en áreas de producción. 
 
2.3 Esterilización de materiales y equipos 
Los materiales, equipos y reactivos utilizados se detallan en anexo 1. En la limpieza de 
la cristalería (frascos de vidrio) se utilizó hipoclorito de sodio (NaClO) conocido como 
cloro comercial, a una concentración del 1 % durante 24 horas, posteriormente se 
procedió a realizar un enjuague con agua y detergente, una vez finalizado el enjuague 
los frascos se colocaron de forma invertida durante 2 horas para el escurrimiento del 
agua; los platos petri, pinzas y escalpelos se esterilizaron en el horno a temperaturas de 
180 ºC durante 1 hora. El área de trabajo de la cámara de flujo laminar se desinfectó con 
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alcohol al 90 % y luego se expuso a la luz ultravioleta durante 30 minutos, antes de 
proceder a la siembra de los diferentes experimentos. 
 
2.4 Medios de cultivo 
Para la preparación de los medios de cultivo se emplearon en todos los experimentos las 
sales propuestas por Murashige y Skoog (MS) (1962) como medio basal y se definieron 
las concentraciones hormonales de auxinas y de citoquininas de acuerdo a la fase en 
estudio (Anexo 2). Una vez preparados los medios de cultivos, el pH se ajustó a 5.8 con 
KOH 1 molar (M) ó HCl 1 M. Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave 
durante 15 minutos a 121 ºC y 1 atmósfera de presión.  
 
2.5 Propagación in vitro 
Para el presente estudio se procedió a desarrollar los cuatro pasos fundamentales para 
micropropagar eficientemente una especie propuestos por Murashige (1974): 1) 
establecimiento aséptico del cultivo, 2) multiplicación, 3) enraizamiento y 4) 
aclimatización de las vitroplantas para su posterior transplante al suelo (Anexo 6). 
 
2.5.1 Preparación y desinfección del material vegetativo  
En la fase de establecimiento se empleó el método descrito por (Bancroft y McDonald, 
1995) para la desinfección de los explantes. A cada hijo axilar se le eliminaron las hojas 
que envolvían el ápice, reduciéndolos a un volumen de 4-5 cm de longitud por 2-3 cm 
de ancho aproximadamente; posteriormente los explantes fueron lavados con agua y 
detergente para garantizar el desprendimiento de polvo y otras impurezas. Una vez 
eliminados los residuos de detergente se realizó la primera desinfección sumergiendo 
los explantes en una solución de NaClO al 1 % durante 5 minutos. En la cámara de flujo 
laminar se practicó una segunda desinfección con NaClO al 2 % durante 5 minutos, 
posteriormente se eliminaron los residuos de NaClO mediante tres enjuagues sucesivos 
con agua estéril. Finalmente se procedió al disectado de los ápices hasta reducirlos a un 
volumen de aproximadamente 0.5 cm y se sembraron individualmente en tubos de 
ensayo (Figura 2). 
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Figura 2. a) hijos de corona b) corte transversal de las hojas. c) reducción antes y 
después de la desinfección. 
 
2.5.2 Fase de establecimiento 
Para definir los mejores medios de cultivo en la fase de establecimiento se hicieron 
modificaciones al medio de cultivo propuesto por Mathews y Rangan (1979). 
 
2.5.2.1 Siembra del material vegetativo 
Se estudiaron nueve variantes de medios de cultivo con adiciones de diferentes 
concentraciones de ácido indolacético (AIA), ácido naftalenacético (ANA) y bencil 
aminopurina (BAP) (Tabla 1). Se sembró un ápice por cada tubo de ensayo conteniendo 
10 ml de medio de cultivo en estado semisólido y después fueron trasladados al cuarto 
de crecimiento en condiciones de luz natural con período de 12 horas luz y 12 horas de 
oscuridad temperatura de 27- 28 ºC. 
Tabla 1. Variantes de medios de cultivo utilizados en la fase de 
establecimiento in vitro de ápices axilares de piña (Ananas comosus (L.) 
Merr) cv MD-2. 
Variantes del 
medio 
(MS, 1962) 
AIA 
mg/l 
BAP mg/l ANA mg/l 
1 0.0 0.0 0.0 
2 0.0 0.5 0.1 
3 0.0 1.0 0.1 
4 0.1 0.5 0.0 
5 0.1 1.0 0.0 
6 0.0 0.0 0.1 
7 0.5 0.0 0.0 
8 0.0 0.5 0.0 
9 0.0 1.0 0.0 
 
 
 
 
a b c
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2.5.3 Fase de multiplicación 
El objetivo de esta fase es la producción y aumento del índice de multiplicación a partir 
de los ápices establecidos. Para ello se induce a la proliferación de brotes axilares que 
son separados en condiciones estériles y cultivados nuevamente en medios frescos 
(Jiménez, 1995). En la fase de multiplicación se efectuaron 2 experimentos empleando 
los medios de cultivo propuesto por Páiz (2006) en organogénesis directa en quequisque 
(Xanthosoma spp. L. Schott). Para el estudio se emplearon plantas in vitro procedentes 
de la fase de establecimiento. 
 
2.5.3.1 Efecto de los medios de cultivo, diferentes tipos de cortes de explantes y 
estado físico del medio sobre la producción de brotes axilares 
Con el objetivo de evaluar el coeficiente de multiplicación se estudió el efecto de la 
interacción de cuatro concentraciones de BAP (Tabla 2), consistencias líquida y 
semisólida de los medios de cultivo  y el manejo de dos tipos de tejidos: plantas enteras y 
plantas partidas longitud inalmente (Figura 3). Para este estudio se utilizaron frascos con 
capacidad de 220 ml a los que se les distribuyeron 10 ml de medio de cultivo en el caso 
de la consistencia líquida y 20 ml en el medio de consistencia semisólida. 
 
Tabla 2. Variantes de medios de cultivo MS en la fase de multiplicación in vitro de piña 
cv MD-2. 
Tratamientos 
Medio de cultivo 
MS (1962) 
BAP (mg/l) Consistencia Manejo de tejido 
T1 0.0 
T2 1.0 
T3 2.0 
T4 3.0 
Semisólida 
y líquida 
 
Enteras y partidas 
longitudinalmente 
 
 
  
  Figura 3. Tipo de corte del tejido 
Explante entero 
Explante partido 
longitudinalmente 
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2.5.3.2 Efecto del volumen del frasco, el número de explantes por frasco y el 
estado físico de los medios de cultivo en el crecimiento de los explantes en 
la fase de multiplicación 
Se estudió el efecto del uso de frascos de dos volúmenes (220 y 430 ml) sobre la 
consistencia del medio líquido y semisólido y número de explantes por frasco (5, 6, 7 y 
8) (Tabla 3). Para este experimento se utilizó el mejor medio de cultivo obtenido en el 
experimento I de multiplicación suplementado con las sales MS con 3 mg/l BAP. 
 
 Tabla 3. Volúmenes de frascos, estado físico del medio y número de  
 explantes por frasco. 
 
 
 
 
 
2.5.4 Fase de enraizamiento 
El propósito de la fase de enraizamiento es lograr plantas que desarrollen un sistema 
radicular que le permita una alta adaptabilidad a condiciones ambientales. El estudio 
consistió en determinar el efecto de nueve variantes de medios de cultivo suplidos con 
combinaciones de AIA y sacarosa sobre el crecimiento de dos tipos de cortes de los 
explantes (enteras y partidas longitudinalmente). Las variantes de medios de cultivo se 
prepararon en base a las propuestas por Caldera y López (2002) en el cultivo de plátano 
(Musa AAB cv. Enano) (Tabla 4). El experimento se inició con la selección de plantas 
obtenidas en la fase de multiplicación, con 2-3 hojas y 3 cm de longitud; posteriormente 
fueron sembradas en frascos de vidrio con capacidad de 220 ml.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Variantes 
volumen (ml) 
 
Estado físico del medio 
Densidad de 
explantes por frasco 
220 
430 
 
Semisólida y líquida 
 
5, 6, 7 y 8 
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Tabla 4. Variantes de medios utilizados en la fase de enraizamiento in vitro de piña  
cv MD-2. 
Reguladores de crecimiento Tratamientos Medio de cultivo 
(MS, 1962) *AIA (mg /l) Sacarosa ( g/l) 
 
Tipo de corte del 
tejido 
              T1 (testigo) 0.0 30 
T2 0.0 40 
T3 0.0 50 
T4 0.5 30 
T5 0.5 40 
T6 0.5 50 
T7 1.0 30 
T8 1.0 40 
T9 1.0 50 
Enteras y partidas 
longitudinalmente 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5.5 Aclimatización de las vitroplantas 
El experimento se realizó con el objetivo de evaluar el comportamiento de las plantas in 
vitro en base a su crecimiento y sobrevivencia en la fase de aclimatización. En el 
estudio se evaluaron las plantas provenientes de cada medio de cultivo de la fase de 
enraizamiento. Las plantas enraizadas se extrajeron de los frascos y se lavaron con agua 
para eliminar los restos de agar y sacarosa. Posteriormente se establecieron en bolsas de 
color negro de polietileno con dimensiones de 4×4 pulgadas que contenían sustrato de 
compost. Las plantas crecieron bajo condiciones de sombra con cubierta de sarán (70 
%). Se aplicó un riego diario y fertilización foliar con 20-20-20 más elementos menores 
en dosis de 2 g/l una vez a la semana. Las plantas permanecieron en estas condiciones 
durante seis semanas.  
 
2.6 Diseño experimental y análisis estadístico 
2.6.1 Fase de establecimiento 
En el establecimiento de las plantas se inoculó un ápice por tubo de ensayo y un número 
de 15 ápices por tratamiento. Para el análisis de los datos no paramétricos se realizó la 
prueba de Chi–cuadrado (?2) empleando el programa estadístico MINITAB versión 15, 
para determinar diferencias significativas entre los tratamientos. 
A las 4 semanas se evaluaron el número de hojas separadas, número de hojas sin 
separar y color de las hojas. 
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2.6.2 Fase de multiplicación 
Los ensayos se organizaron en un diseño de bloques completos al azar (BCA) con 
arreglo trifactorial.  En el primer experimento se utilizaron 6 repeticiones por 
tratamiento (frascos) y un número de cinco explantes por frasco, constituyéndose 
unidades experimentales de 20 plantas por variante de medio de cultivo. En el segundo 
experimento se utilizaron 6 repeticiones por tratamiento de cada factor en estudio  
(volumen del frasco, consistencia del medio y número de explantes por frasco). Para el 
análisis estadístico primero se realizó el análisis de varianza (ANDEVA) y para 
determinar las diferencias estadísticas entre los tratamientos se realizó la prueba de 
rangos múltiples de Duncan y Waller a = 0.05. Los datos fueron procesados y 
analizados en el programa estadístico SAS versión 15. 
Se evaluó la longitud de la planta (cm), número de hojas, número de brotes por planta y 
número de raíces. 
 
2.6.3 Fase de enraizamiento 
Se utilizaron cinco réplicas por cada tratamiento, con un número de cinco plantas por 
frasco. El experimento se estructuró en un diseño BCA con arreglo bifactorial. Se 
realizó un ANDEVA y para definir el mejor tratamiento la prueba de medias de Duncan 
y Waller a=0.05. Se evaluó el número de raíces, longitud de las plantas (cm), número 
de hojas y número de brotes. 
 
2.6.4 Aclimatización de vitroplantas 
Para el procesamiento de los datos no paramétricos de las variables sobrevivencia y 
plantas con espinas se elaboraron tablas de porcentajes. En el caso de las variables 
número de hojas y longitud de planta se utilizó un diseño BCA con arreglo unifactorial, 
evaluándose 25 plantas por tratamiento. A los datos de las variables longitud de planta y 
número de hojas se les efectuó el correspondiente análisis de ANDEVA y la prueba de 
medias de Duncan y Waller a=0.05. Se evaluó el porcentaje de sobrevivencia, 
porcentaje de plantas con espinas, número de hojas y longitud de la planta (cm). 
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III- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.1 Fase de establecimiento 
La iniciación del crecimiento de piña implica el rompimiento de la latencia de las yemas 
axilares o laterales, hecho que se ve favorecido con la presencia de sustancias inductoras 
como las auxinas y las citoquininas (Rodríguez et al., 1999). Un balance apropiado 
entre auxinas y citoquininas en el medio de cultivo es necesario para la formación de 
plantas a partir de meristemos, ápices o yemas. Este balance está determinado por las 
concentraciones endógenas de auxinas y citoquininas presentes en el explante, las cuales 
dependen de las especies y del tipo de explante (Dottin, 2000). 
 
El mejor desarrollo de los primordios que presentaban hojas separadas en un número de 
11 plantas, se obtuvo en concentraciones de 0.0 y 0.1 mg/l de ANA y AIA 
respectivamente en combinación con 1 mg/l de BAP. Este resultado refleja la necesidad 
de suministrar reguladores de crecimiento para mejorar la regeneración y crecimiento de 
los ápices, ya que la separación de primordios de hojas indica la activación de yemas 
axilares localizadas en la base de las hojas. Además, se encontró que en el medio de 
cultivo que se le adicionó 0.1 mg/l AIA y en el tratamiento sin adición de hormonas 
(testigo) resultaron ser inferiores, con una frecuencia observada de primordios 
separados de 2 y 5. Aún cuando el tratamiento testigo no contenía fitohormonas se 
observó crecimiento y separación de los primordios de hojas, refleja la presencia de 
reguladores de crecimiento en estos explantes, pero de acuerdo a los mejores resultados 
se demostró que la adición exógena de fitohormonas estimula la regeneración de los 
mismos (Tabla 5). 
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Tabla 5. Comportamiento de primordios de hojas separadas y color verde a las 
4 semanas de establecidos los ápices en niveles combinados de ANA, BAP y 
AIA.  
 
 
  
 
 
 
 
Promedios con letras similares no difieren entre si, para ?2 a = 0.05. La 
comparación entre dos frecuencias se realizo verticalmente.  
 
El BAP demostró ser el regulador de crecimiento que tuvo el mayor efecto en la 
separación de los primordios de hojas, resultando esencial para el metabolismo celular 
de los explantes. Se observó que la adición de BAP en combinación con ANA ó AIA 
tuvo su efecto en la regeneración de los ápices y separación de primordios de hojas, lo 
que refleja que el volumen y edad fisiológica de los ápices empleados en este trabajo, no 
tenían suficiente concentración endógena de auxinas, por tanto con la adición exógena 
de estos reguladores se alcanza el balance adecuado de auxinas-citoquininas para 
estimular el crecimiento y regeneración de los mismos. 
 
 
Figura 4. Crecimiento de los primordios de hojas en los ápices  
axilares de piña en los diferentes medios de cultivos. 
 
Variables Reguladores de  
Crecimiento (mg/l) 
 
Primordios con hojas 
separadas 
Color verde  
ANA BAP AIA Si No ?2 Si No ?2 
0.0 0.0 0.0   5 10    bc   9 6 ab 
0.1 0.5 0.0   7   8 ab 12 3 ab 
0.1 1.0 0.0 11   4   a 12 3 ab 
0.0 0.5 0.1   7   8 ab 12 3 ab 
0.0 1.0 0.1 11   4   a   8 7   b 
0.1 0.0 0.0   9   6 ab 13 2    a 
0.0 0.0 0.1   2 13    c   7 8   b 
0.0 0.5 0.0   9   6 ab 11 4 ab 
0.0 1.0 0.0 10   5 ab 12 3 ab 
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De acuerdo con Barceló et al. (1995) usualmente en los ápices, la citoquinina endógena 
es muy baja, debido a que el principal sitio de síntesis son las raíces, por lo que la 
adición exógena de la misma a los medios de cultivo de establecimiento es esencial para 
los procesos de división celular y para la citocinesis (división del citoplasma para 
formar dos células hijas). En estudios sobre la influencia de las hormonas en la síntesis 
de ADN y división celular realizado por Thorpe (1995) se observó que aún cuando las 
auxinas eran necesarias para que hubiera mitosis y síntesis de ADN, éstas solo se 
producían cuando habían niveles adecuados de citoquininas para poder tener influencia 
sobre el metabolismo de los ácidos nucleícos y de proteínas. 
 
Aunque en los medios de cultivo que contenían 0.1 mg/l de AIA y la combinación de 
0.1 mg/l de AIA con 1.0 mg/l de BAP se presentaron las menores frecuencias de 
explantes color verde, esta expresión únicamente parece ser determinante en la actividad 
fisiológica de los tejidos solo cuando el AIA se adiciona al medio de cultivo, debido al 
bajo efecto que también produjo en la separación de los primordios de hojas. De 
acuerdo a los resultados el BAP influye directamente en la expresión del color verde de 
las hojas (Tabla 5). Las citoquininas promueven la conversión de etioplastos en 
cloroplastos vía estimulación de la síntesis de clorofila. Investigación reciente de García  
(2004) plantea la hipótesis de que las citoquininas previenen la pérdida de fragmentos 
de ADN, permitiendo así que continúen la síntesis de enzimas y la producción de otros 
compuestos tales como la clorofila. Además Tórrez y Vásquez (1995) afirman que a 
este hecho se le adiciona a que las citoquininas son más activas en el efecto retardante 
de la senescencia foliar. 
 
3.2 Fase de multiplicación 
3.2.1 Efecto de los medios de cultivo y dos consistencias sobre la producción de 
brotes axilares 
 
La proliferación de los brotes axilares se logra con la adición de citoquininas en el 
medio de cultivo para romper la dominancia apical y estimular la brotación de las yemas 
que se encuentran en la base de las hojas. El uso de citoquininas es generalizado en los 
medios de propagación, variando su concentración en dependencia del balance 
endógeno de auxinas y citoquininas en los explantes (Hu y Wang, 1983). 
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No hubo interacción en los factores medio de cultivo*estado físico del medio*tipo de 
corte del explante; este comportamiento estadístico similar entre plantas partidas y 
enteras sugiere que en la fase de multiplicación, las plantas se deben cortar en dos partes 
longitudinalmente porque esta práctica garantiza que se obtengan dos plantas 
morfológicamente similares en su crecimiento, pero además representa una ventaja 
económica al incrementarse la cantidad de plantas obtenidas. Sin embargo, se encontró 
interacción entre los factores medio de cultivo* estado físico del medio únicamente para 
la variable número de brotes. También, hubo interacción entre medio*tipo de corte en el 
promedio de raíces y entre los factores estado físico del medio*tipo de corte en la 
variable número de brotes (Anexo 3). Los resultados presentados en la Figura (5) 
muestran que la interacción en la variable número de brotes por planta fue significativa, 
se obtuvo los mayores promedios de brotación en los medios de cultivo con 
concentraciones de 2 y 3 mg/l de BAP de consistencia líquida, con valores promedios 
de 1.20 y 0.96 respectivamente. El menor promedio se presentó en las variantes que no 
contenían BAP y con 1 mg/l de BAP tanto para consistencia líquida y semisólida. En 
cambio en la interacción estado físico del medio y tipo de corte del explante en esta 
misma variable los mejores promedios se obtuvieron al emplear ambas consistencias de 
medio de cultivo (líquida y semisólida) con explantes enteros para el primero y partidos 
para el segundo con promedios de 0.72 y 0.70 brotes/pta respectivamente, presentando 
similitud estadística con el tratamiento de consistencia líquida usando explantes partidos 
(Figura 9). 
 
A pesar de que no hubo significancia entre los factores medio de cultivo*estado físico 
del medio en las variables número de raíces y hojas, se observo que el mayor promedio 
de raíces por planta se presentó en los medios de cultivo de consistencia líquida y 
semisólida que no se les agregó BAP con promedios de 2.48 y 2.41 respectivamente 
(Figura 6). El número de hojas por planta producidas presentaron la misma tendencia. 
En el medio de cultivo semisólido se obtuvo un promedio de 6.28 hojas por planta 
similar al tratamiento que contenía 1 mg/l de BAP en medio de consistencia liquida 
(5.85 hojas/pta), (Figura 7). En la interacción medio*tipo de corte el mayor promedio de 
raíces se presentó en el tratamiento sin adición de BAP con plantas enteras con 
promedio de 3.35 (Figura 8).  
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Mayores promedios de raíces y hojas no inciden a una mayor brotación en las plantas; 
pero sí la emisión de brotes parece estar más relacionada al efecto de las 
concentraciones de BAP que se agregan al medio de cultivo y al estado físico de éste. 
En el cultivo de piña estas yemas no se inhiben recíprocamente durante su desarrollo, 
debido a que se anula la dominancia apical, hecho que puede extrapolarse a las plantas 
intactas donde las citoquininas aplicadas exógenamente en general activan el 
crecimiento de las yemas laterales. El hecho de que el mayor promedio de raíces se 
presentara en los medios líquidos y semisólidos y sin adición de BAP o en bajas 
concentraciones, se debe a que las citoquininas inhiben la formación de raíces. 
 
La inducción de órganos in vitro por efecto de las citoquininas está encaminada a la 
formación de yemas, las cuales son activadas en base a una proporción alta de 
citoquinina con respecto a las auxinas. El efecto de las citoquininas en el crecimiento de 
las raíces es extremadamente limitado, por lo que el tratamiento a secciones de raíz en 
cultivo con una citoquinina da como resultado una estimulación de la división celular, 
sin embargo, no conduce a un incremento en la elongación de la raíz, pero sí a una 
estimulación de la división de las células que están destinadas a diferenciarse en tejidos 
vasculares (Hurtado y Merino, 1994). 
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Figura 5. Efecto de cuatro variantes de medios de cultivo y dos consistencias de medios en la 
variable número de brotes/pta en la fase de multiplicación 
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Figura 6. Efecto de cuatro variantes de medios de cultivo y dos consistencias de medios en la 
variable número de raíces/pta en la fase de multiplicación 
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Figura 7. Efecto de cuatro variantes de medios de cultivo y dos consistencias de medios en la 
variable número de hojas/pta en la fase de multiplicación 
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Figura 8. Efecto de cuatro variantes de medios de cultivo y dos tipos de corte en la variable 
número de raíces/pta en la fase de multiplicación. 
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Figura 9: Efecto de dos tipos de corte del explante y dos consistencias de medio de cultivo en 
la variable número de brotes/pta en la  fase de multiplicación. 
 
Otra causa que explica el hecho de que en los medios de cultivo sin adiciones de BAP 
se obtuvieran los mejores promedios de raíces y hojas es que posiblemente la 
concentración de auxinas endógenas de los tejidos fue mayor a las concentraciones de 
citoquininas exógenas cuyo efecto fue anulado por las auxinas. De acuerdo con Hurtado 
y Merino (1994) en ausencia de citoquininas, la auxina provoca el alargamiento celular 
en los tejidos cultivados, pero en presencia de ésta se obtiene una división celular 
mediada citoquinínicamente. Cuando la proporción auxina-citoquinina es relativamente 
alta, existe diferenciación de las células hacia primordios radicales.  
 
La repuesta de los explantes a las características físicas del medio de cultivo se atribuye 
al potencial hídrico (osmótico y matricial) que incide sobre la disponibilidad de agua 
para las plantas in vitro (Debergh et al., 1991; George, 1996; Majada et al., 1998). El 
descenso del potencial hídrico del medio tiene efectos perjudiciales en las tasas de 
distintos procesos morfogénicos. En medios semisólidos se modifican drásticamente la 
absorción de citoquininas y de iones, además se reduce la brotación debido a una mayor 
retención de agua, contrario a lo que ocurre con los tejidos que crecen en medios en 
estado líquido. 
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La alta producción de brotes en medios líquidos fue favorecida posiblemente por una 
mejor absorción de nutrientes, como lo reporta Gupta et al., (1981) quienes encontraron 
que los medios líquidos facilitan la absorción de nutrientes por la planta debido a la 
distribución homogénea de los diferentes constituyentes de los medios de cultivo. 
Resultados similares fueron obtenidos por Guerra et. al., (1999) con altas tasas de 
regeneración en medio líquido en los cultivares de piña Perola y Primavera. 
 
Diversos autores concuerdan que en recipientes de cultivos tradicionales el efecto del 
medio líquido puede presentar beneficios en algunas especies (Bhojwani et al., 1996; 
Escalona, 1999). Sin embargo, aunque el medio líquido con altas concentraciones de 
BAP (2-3 mg/l) puede aumentar el promedio de brotes y el crecimiento de hojas y 
raíces, generalmente produce una respuesta hiperhídrica que afecta posteriormente la 
aclimatización e incluso provocar la muerte de las plantas obtenidas debido a esta 
condición in vitro. 
 
3.2.2 Efecto del volumen de frasco, consistencia del medio de cultivo y el número 
de explantes por frasco 
De estos resultados se destacan en el promedio de brotes los frascos de 220 ml con 8 
explantes y medio de cult ivo de consistencia semisólida (3.43 brotes/pta) en frascos de 
220 ml con 5 explantes y consistencia líquida (3.03 brotes/pta) que fueron 
estadísticamente similares (Figura 10). Aunque únicamente el primer tratamiento 
descrito resultó estadísticamente superior a los promedios alcanzados por los demás 
tratamientos. Los menores promedios de brotación se presentaron en medio semisólido 
con 5 y 7 explantes en frascos de 430 ml (Tabla 6) (Figura 11).  
 
Estas diferencias estadísticas entre los promedios de la interacción volumen de los 
frascos* estado físico de los medios de cultivo* número de explantes por frasco, no 
marcan una tendencia claramente definida que permita seleccionar el mejor tratamiento 
en las cuatro variables evaluadas.  
 
Los resultados del número de brotes/pta, tiene su explicación en que durante el proceso 
de corte y siembra de los tejidos no se seleccionaron por tamaño, es decir que estos 
tejidos se obtuvieron de brotes axilares como de plantas madres con un crecimiento bien 
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definido, este procedimiento se vuelve una rutina frecuente en los procesos de 
producción masiva de plantas. Otro factor que pudo influir en la expresión de las 
variables evaluadas fue el tiempo de evaluación que debió extenderse a las 6 semanas de 
inoculados los explantes.  
Figura 10. Izquierda: frascos de 220 ml con número de 5, 6, 7 y 8 explantes en medio 
semisólido. Derecha: frascos de 430 ml con 5, 6, 7 y 8 explantes en medio 
semisólido 
 
Las mayores longitudes se alcanzaron cuando se sembraron 5 y 6 explantes en frascos 
de 220 ml establecidos sobre medios de consistencia semisólida, con valores respectivos 
de 6.58 y 5.71 cm. No se observó una tendencia al aumentar la longitud de plantas por 
efecto del volumen de los frascos o por el número de explantes. Generalmente cuando la 
longitud de planta fue mayor se redujo el número de brotes en ambos tipos de frascos, 
consistencia del medio de cultivo y número de explantes por frasco. (Tabla 6). 
 
El mayor promedio de hojas/pta se presentó en el medio semisólido con 5 explantes y 
frascos de 430 ml (8.16), aunque no se reportaron diferencias significativas con los 
demás tratamientos. Los menores promedios se presentaron en medios de cultivo de 
consistencia líquida, en los dos tipos de frascos y con un número de 5 y 8 explantes 
(Tabla 6). 
 
El número de raíces resultó superior estadísticamente al usar 6 explantes en medio 
semisólido en los dos tipos de frascos de 220 y 430 ml con un promedio de 1.46 en los 
dos recipientes. En la combinación frascos de 220 ml con 8 explantes y medio de 
cultivo de consistencia semisólida se presentó el menor promedio de raíces (Tabla 6). 
Estos resultados indican que al ser mayor la cantidad de medio de cultivo agregado a los 
frascos de 430 ml resulta tener influencia en la respuesta de los explantes de acuerdo a 
la cantidad de plantas, porque disponen de una mayor cantidad de oxígeno, nutrientes y 
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de reguladores de crecimiento para lograr un buen crecimiento en los órganos más 
importantes del crecimiento vegetativo de las vitroplantas. 
 
Tabla 6. Efecto del volumen del frasco, número de explantes por frasco y dos consistencias de 
medios de cultivo sobre la longitud de planta, número de hojas, raíces y de brotes. 
Variables  Frasco 
(ml) 
Número de 
explantes 
Consistencia 
del medio 
Promedio 
de brotes 
Longitud de 
la planta 
(cm) 
Promedio 
de hojas 
Promedio 
de raíces 
Líquida 3.03 ab 4.71  bc 6.16    cd 0.43    cd 5 
Semisólida 1.93  b 6.58 a 6.53  bc 0.76 abcd 
Líquida 0.76    cd 3.53      d 6.26  bc 0.16    cd 6 
Semisólida 1.48    cd 5.71 ab 6.36  bc 1.46 a 
Líquida 1.00    cd 4.93   b 5.98    cd 0.20    cd 7 
Semisólida 0.91    cd 4.43     c 6.45  bc 0.38    cd 
Líquida 0.65    cd 3.25      d 5.56     d 0.75 abcd 
 
 
 
 
220 
8 
Semisólida 3.43 a 4.71   bc 6.81  b  0.00     d 
Líquida  0.43    cd 3.63     cd 5.33    d 0.96 ab 5 
Semisólida 0.10      d 3.85     cd 8.16 a 1.16 ab 
Líquida 0.95    cd 3.78     cd 5.86    cd 1.11 ab 6 
Semisólida 0.33    cd 3.96     cd 7.06  b 1.46 a 
Líquida 1.73  bc 4.45     c 6.00    cd 0.81 abc 7 
Semisólida 0.10      d 3.65     cd 6.55  bc 0.81 abc 
Líquida 0.25      d 3.05      d 5.76    cd 0.58  bc 
 
 
 
 
430 
8 
semisólida 0.21      d 3.30      d 6.45  bc 1.25 ab 
Promedios con letras similares no difieren entre si, para la prueba de rangos múltiples de Duncan y 
Waller a = 0.05. 
 
Figura 11. Izquierda: formación de brotes en medio semisólido. Derecha: frascos con 5, 6, 7 y 8 
explantes. 
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3.3 Fase de enraizamiento 
Esta es la fase más voluminosa de todo el proceso, cada brote, esqueje o yema de forma 
individual que se ha formado durante la fase de multiplicación, debe ser cultivada y 
manipulada in vitro para que además de crecer y desarrollar un pseudotallo o tallo con 
las primeras hojas, forme y desarrolle varias raíces que le permitan comenzar la 
absorción de nutrientes al transplantarse sobre un sustrato enriquecido y convertirse en 
una planta aclimatizada lista para llevarse al campo (Pérez, 1998). 
 
No hubo diferencias significativas entre los factores medio de cultivo, tipo de corte del 
tejido, así como en la interacción de ambos factores en longitud de planta, número de 
brotes y de hojas (Anexo 4). Este comportamiento resultó similar a lo reportado en la 
fase de multiplicación porque al partir las plantas permite duplicar la cantidad de plantas 
obtenidas Esta respuesta se debió a que en esta fase los medios de cultivo contenían 
únicamente AIA, cuyo efecto es inducir a los tejidos a emitir una mayor cantidad de 
raíces, pero afecta la formación de brotes, hojas y el crecimiento de las plantas, 
características morfogenéticas inherentes al uso de citoquininas en el medio. 
 
La acción de las citoquininas en el proceso de la división celular esta relacionada con la 
presencia de AIA en el tejido, comprobándose que además de la cinetina se necesita 
AIA para obtener el crecimiento, alargamiento y división celular (Tórrez y Vásquez, 
1995). La inducción in vitro de órganos producidos por las citoquininas está 
encaminada a la formación de yemas, las cuales son obtenidas con base en una 
proporción citoquinínica alta con respecto a las auxinas; estimulando la elongación de 
las hojas al usar concentraciones bajas junto con las auxinas (Hurtado y Merino, 1994). 
 
Únicamente hubo diferencias estadísticas entre el promedio de número de raíces/pta que 
se obtuvo en el medio de cultivo que se le adicionó 1mg/l de AIA y 40 g/l de sacarosa 
(3.60) y las variantes de medios de cultivo que contenían 1 mg/l de AIA con 30 y 50 g/l 
de sacarosa (1.60 y 1.70, respectivamente) (Figura 12). 
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Figura 12. Influencia de las diferentes combinaciones de AIA y sacarosa sobre la variable 
número de raíces. 
 
La respuesta de los tejidos a la combinación de niveles de sacarosa con AIA es causada 
por el rol de las auxinas en la iniciación y crecimiento de las raíces y al efecto sinérgico 
que se produce en los tejidos cuando se combinan estos dos compuestos (Tórrez y 
Vásquez, 1981).  
 
Para el desarrollo de los procesos de morfogénesis in vitro es necesario lograr un 
balance adecuado de los reguladores de crecimiento y por lo general se consigue con las 
combinaciones más simples, además de otras diferencias como es el empleo de una alta 
concentración de sacarosa que constituye un estímulo adicional para la formación de 
raíces y crecimiento de la planta (Figura 13). De acuerdo con Hurtado y Merino (1994) 
las auxinas son un factor esencial en la promoción del crecimiento de las mismas, 
porque pueden incrementar significativamente la elongación de segmentos aislados de 
raíces, tanto in vitro como in vivo, además de que incrementa su crecimiento. 
 
El papel de las auxinas en la iniciación y crecimiento de las raíces es bien conocida, 
recomendándose su empleo en la mayor parte de los medios de enraizamiento y es 
precisamente el AIA una de las auxinas más empleadas en esta fase (Tórrez y Vásquez, 
1981; Hu y Wang, 1983). 
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Figura 13. Fase de enraizamiento en nueve variantes de medios de cultivo. Arriba: plantas 
enteras. Abajo: plantas partidas longitudinalmente 
  
3.4 Fase de aclimatización 
Tradicionalmente el proceso de transplante sigue un período de aclimatización que 
puede durar varias semanas. Durante este tiempo las plantas se someten a una 
adaptación gradual a las condiciones de humedad y temperatura externa, en las cuales 
los órganos que se desarrollan muestran una transición de sus características anátomo-
fisiológicas, hasta conseguir una total aclimatización (Donelly et al., 1985; Van 
Huylenbroeck, 1994). 
 
La aclimatización es un proceso necesario a través del cual se reducen al mínimo las 
pérdidas de las plantas cultivadas in vitro después de su transplante a estas condiciones, 
de forma progresiva, adaptando sus estructuras y su fisiología, convirtiéndose de un 
organismo heterótrofo en uno mixótrofo (nula o baja capacidad fotosintética) 
(Pospisilova et al., 1997; González et al., 1999). Sin embargo, durante la fase de 
adaptación, estas plantas están forzadas a ser completamente autótrofas y sintetizar los 
compuestos orgánicos necesarios a partir de minerales, agua, dióxido de carbono y luz. 
Este cambio en las plantas así como la morfología de las mismas, determina la 
susceptibilidad durante las etapas iniciales del proceso de aclimatización (Pospisilova et 
al., 1997).  
 
Con las plantas que se desarrollaron en la fase de enraizamiento en las diferentes 
variantes de medio de cultivo, se estudió su respuesta a las condiciones ambientales. 
Similar a la fase de enraizamiento, no se encontró ninguna interacción entre medio de 
cultivo* tipo de corte del tejido, pero si hubo respuesta estadística diferenciada de 
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longitud de planta y número de hojas de acuerdo a los constituyentes de los medios de 
cultivo (Anexo 5). 
 
El número de hojas en las variantes de medios de cultivo no registró diferencias entre si 
(Tabla 7). Mientras que en longitud de planta se observaron diferencias significativas 
entre los promedios alcanzados en la variante de medio de cultivo 0.5 mg/l de AIA con 
30 g/l de sacarosa; las sales MS con 30 g/l de sacarosa; 0.5 mg/l de AIA con 40 g/l de 
sacarosa; 0.0 y 1.0 mg/l de AIA en combinación con 50 g/l de sacarosa. (Tabla 7). 
 
Tabla 7. Comportamiento del ácido indolacético y sacarosa sobre las variables 
longitud de planta y número de hojas. 
 variables 
AIA (mg /l) 
Sacarosa 
(g/l) 
Longitud de planta  
(cm) 
Promedio de hojas  
0.5 30 5.81 a 7.54 a 
0.5 40     4.01   bc 7.56 a 
0.5 50     4.36 abc 8.34 a 
1.0 30   5.33 ab 8.40 a 
1.0 40     4.23 abc 7.80 a 
1.0 50     3.05    c 8.06 a 
0.0 30     3.72   bc 7.50 a 
0.0 40     4.26 abc 8.02 a 
0.0 50     3.31     c 8.22 a 
Promedios con letras similares no difieren entre si, para la prueba de 
rangos múltiples de Duncan y Waller a = 0.05. 
 
Estos resultados sugieren la importancia de agregar AIA con 30 g/l de sacarosa para una 
mayor adaptación de las plantas al ambiente. Devlin (1980) ha comprobado que las 
auxinas actúan de modo diverso en el crecimiento por alargamiento celular como es 
incrementando el contenido osmótico de la célula y la permeabilidad del agua, 
reduciendo la presión de la pared celular o aumentando la síntesis de ARN, proteínas 
especificas (enzimas) y aún de la misma pared, lo que provoca un aumento en la 
plasticidad de la pared celular que trae como consecuencia su extensión y con ello un 
crecimiento por alargamiento. 
 
De acuerdo a la evaluación de la sobrevivencia de las plantas, considerada por Pérez 
(1998) como una de las variables más importantes del proceso de micropropagación, la 
sobrevivencia estuvo influenciada por dos factores: 1. Crecimiento de las plantas en 
medios de cultivo. 2. El tipo de corte practicado a los explantes. En las plantas formadas 
en estas variantes descritas en la fase de enraizamiento se obtuvieron buenos resultados 
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de sobrevivencia, gracias a que las concentraciones de AIA y sacarosa adicionadas 
alcanzaron el balance adecuado para estimular el crecimiento y así brindar mayor 
adaptabilidad a condiciones ambientales. El porcentaje de sobrevivencia fue mayor con 
el empleo de explantes enteros, debido a que tienen mayores cantidades de tejidos de 
reserva (Figura 14). Los resultados sugieren que para obtener una alta sobrevivenc ia de 
las plantas en la fase de aclimatación para plantas enteras se pueden emplear las 
combinaciones de  50 g/l de sacarosa con 0, 0.5 y 1 mg/ de AIA y para plantas partidas 
emplear las combinaciones de 0 mg/l de AIA con 40 g/1 de sacarosa y 1 mg/l de AIA 
con 30 y 40 g/ l de sacarosa. Jiménez (1995) considera que las plantas que crecen en 
medios de cultivo con mayores concentraciones de sacarosa, presentan mayor 
sobrevivencia debido a una mayor adaptación para soportar el estrés hídrico, motivado 
por las condiciones de mayor presión osmótica donde se desarrollan, unidos a una mejor 
constitución morfológica de las plantas (Figura 15).  
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Figura 14. Influencia de las diferentes combinaciones de AIA y sacarosa en plantas enteras y 
partidas sobre la variable porcentaje  de sobrevivencia en la fase de 
aclimatización. 
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Figura 15. Izquierda: aclimatización de plantas enteras. Derecha: aclimatización de plantas 
partidas longitudinalmente. 
 
Durante la aclimatización de las plantas se observó  presencia de espinas en los bordes y 
a los dos lados de la porción central de algunas hojas. La mayor presencia de espinas se 
observó en los tratamientos provenientes de plantas partidas, obteniéndose los mayores 
promedios en los medios suplidos con 0.5 mg/l de AIA más 50 g/l de sacarosa y con 1.0 
mg/l de AIA más 30 g/l de sacarosa. En los tratamientos con plantas enteras la mayor 
presencia de espinas fue observada en el medio de cultivo con adición de 0.5 mg/l de 
AIA y 50 g/l de sacarosa (Figura 16). La presencia de espinas en plantas del cultivar 
MD-2 se reporta como una característica varietal, de manera tal que la presencia de 
espinas en las plantas in vitro puede estar más relacionada al aspecto genético del 
cultivar que al efecto de variación somaclonal producido durante el proceso de 
producción in vitro. 
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Figura 16. Influencia de las diferentes combinaciones de AIA y sacarosa en plantas enteras y 
partidas sobre la variable porcentaje  de plantas con espinas en la fase de 
aclimatización. 
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IV- CONCLUSIONES 
 
En la fase de establecimiento el tratamiento testigo, la combinación de 1 mg/l 
BAP con 0.1 mg/l AIA y de ANA y medio de cultivo que solo se le adicionó 0.1 
mg/l de AIA, favorecieron a una mayor separación y desarrollo de los 
primordios de hojas. El color verde de los primordios de hojas de los explantes 
se observó con mayor frecuencia en los medios de cultivo que se les adicionó 
BAP y ANA. 
 
En la fase de multiplicación la proliferación de brotes axilares fue mejor en los 
medios de cultivo que se le adicionaron 2 ó 3 mg/l BAP de consistencia líquida. 
Los medios de cultivo que contenían únicamente las sales MS y de consistencia 
semisólida fueron superiores en número de hojas y raíces. 
 
En la formación de brotes por efecto del volumen del frasco, consistencia del 
medio de cultivo y por el número de explantes, fue superior en frascos de 220 
ml con 8 y 5 explantes en medio de consistencia semisólida para el primero y 
líquida para el segundo La mayor longitud de planta se presentó al usar frascos 
de 220 ml empleando 5 y 6 explantes en medio de consistencia semisólida. El 
número de hojas presentó sus mejores promedios en frascos de 430 ml, con 5 
explantes y medio de consistencia semisólida; el número de raíces resultó 
superior estadísticamente al usar 6 explantes en frascos de 220 y 430 ml y medio 
de consistencia semisólida. 
 
En la fase de enraizamiento los medios de cultivo que contenían combinaciones 
de 1 mg/l de BAP con 40 g/l de sacarosa favorecieron el incremento del número 
de raíces. En las variables número de brotes, hojas y longitud de planta no 
presentaron diferencia significativa entre los tratamientos.  
 
En la fase de aclimatización la sobrevivencia de las plantas fue superior en los 
tratamientos de explantes enteros. La mayor presencia de espinas se observó en 
las plantas partidas, obteniéndose los mayores promedios en los medios que 
contenían 0.5 mg/l de AIA más 50 g/l de sacarosa y con 1 mg/l de AIA más 30 
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g/l de sacarosa. No se presentaron diferencias estadísticas entre los tratamientos 
en las variables número de hojas y longitud de planta. 
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V- RECOMENDACIONES 
 
En el establecimiento de brotes axilares de piña para obtener un óptimo desarrollo de 
ápices utilizar el medio de cultivo MS suplido con 1mg/l BAP con 0.1 mg/l AIA y 
ANA. 
 
Para estimular una mayor brotación axilar en la fase de multiplicación, utilizar el medio 
de cultivo MS suplido con 2 ó 3 mg l de BAP. En el caso de que se emplee frascos de 
220 ml inocular 5 explantes cuando el medio sea dé consistencia líquida y 8 explantes 
en medios de consistencia semisólida. 
 
En la fase de multiplicación y enraizamiento cortar longitudinalmente los explantes, esta 
práctica permite una reducción del costo de producción y el precio de venta al 
duplicarse la cantidad de las mismas. 
 
En la fase de enraizamiento adicionar al medio de cultivo 1 mg/ l de AIA y 40 g/ l de 
sacarosa o únicamente 50 g/l de sacarosa efectuando cortes longitudinales a los 
explantes. 
 
Realizar estudios de comportamiento de las plantas in vitro a condiciones de campo, 
considerando su manejo agronómico, el comportamiento fisiológico y la estabilidad 
genética.  
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VII- ANEXOS
 35 
Anexo 1. Materiales, equipos y reactivos. 
Materiales Equipos Reactivos 
Tubos de ensayo de 150 x 
25mm con tapones plásticos 
Autoclave Ácido naftalenacético (ANA)
Frascos erlenmeyer Agitador electromagnético Ácido clorhídrico (HCl) 
Alcohol Freezer (4 ºC) Ácido indolacético (AIA) 
Escalpelos Balanza analítica Macro y micronutrientes del  
medio básico de cultivo 
Murashige y Skoog (1962) 
Hipoclorito de sodio 
(NaClO) 
Horno Agar 
Agua destilada  Cámara de flujo laminar Bencilaminopurina (BAP) 
Marcadores 
 
pHmetro  
Papel aluminio Mecheros  
Pipetas   
Pinzas   
Placas petri   
Sacarosa   
Tijeras   
Cuchillos   
Detergente   
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Anexo 2 Composición del medio nutritivo MS (Murashige y Skoog, 1962). 
 
Macroelementos  mg/l 
NH4NO3  1,650.00 
KNO3  1,900.00 
CaCl2.2H2O  440.00 
MgSO4.7H2O  370.00 
KH2PO4 170.00 
Microelementos mg/l 
MnSO4.H2O  22.30 
ZnSO4.7H2O     8.60 
H3BO3     6.20 
KI     0.83 
Na2MoO4.2 H2O   0.25 
CuSO4.5H2O   0.02 
CoCl2.6H2O   0.02 
Vitaminas mg/l 
Tiamina HCl   0.10 
Myo-inositol                    100.00 
Azúcar g/l 
Sacarosa 30.00 
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Anexo 3. ANDEVA en la fase de multiplicación 
 
Fuente Nº de brotes Nº de raíces Nº de hojas 
Medio <.0001 <.0001 0.1715 
Consistencia 0.1564 0.4803 0.0655 
Corte 0.2142 <.0001 0.0210 
Medio*Cons 0.0125 0.8608 0.0800 
Medio*Corte 0.1194 <.0001 0.5392 
Cons*Corte 0.0282 0.1495 0.3461 
Medio*Cons*Corte 0.6374 0.0654 0.2036 
 
Anexo 4  ANDEVA en la fase de enraizamiento 
 
Fuente  Longitud de planta Nº de hojas Nº de brotes 
Medio  0.9428 0.0685 0.6313 
Corte  0.2179 0.1527 0.1797 
Medio * corte 0.9282 0.3373 0.7631 
 
Anexo 5  ANDEVA en la fase de aclimatización 
 
Fuente  Longitud de planta Nº de hojas 
Medio  0.0054 0.8259 
Corte  <.0001 0.9779 
Medio * corte 0.5948 0.1986 
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Selección de plantas madres Desinfección de los tejidos Fase de establecimiento 
Fase de multiplicación Fase de enraizamiento 
Fase de aclimatización 
Anexo 6. Proceso de propagación in vitro de piña. 
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Anexo 7.Presupuesto para producción de 5,000 plantas in vitro de piña  
 
 
 
Rubros Unidad Cantidad 
Costo 
Unitario $ 
US   
Costo Total 
$ US 
Insumos    
Reactivos  Diversos   800.00 
Cristalería Diversa 600.00 
Fertilizante/orgánico Saco 2 6.00  12.00 
Semilla (hijos) Unidades 100 0.20  20.00 
Combustible y lubricantes     
Combustible G. Diesel 5 3.20  16.00 
Lubricantes L 1 2.50    2.50 
Materiales y herramientas     
Papel Bond 40 Resma 1  5.00    5.00 
Memoria de cámara fotográfica Unidad 1 40.00  40.00 
Baterías recargables (AA) Unidad 1  6.00    6.00 
Tablas para toma de datos Unidad 3  1.50   4.50 
Tinta Imp. /Color cartucho 1     40.00 40.00 
Tinta Imp. /Negro cartucho 1     40.00 40.00 
Materiales de laboratorio     
Alcohol Litros 4      2.25  9.00 
Cloro Litros 2      0.75  1.50 
Algodón Libra 2      5.00        10.00 
Azúcar Libras 4      0.28  1.12 
Desinfectante Litro 2      1.50  3.00 
Pinzas Unidad 2    18.50        37.00 
Escalpelos Unidad 2    16.00        32.00 
Cuchillas para escalpelos (# 11) Caja/100 uni. 1    50.00        50.00 
Marcadores indelebles Unidad 5      1.75  8.75 
Papel aluminio Rollo 2    10.50        21.00 
Cuchillos Unidad 2      3.00  6.00 
Plástico Rollo 2    18.00        36.00 
Energía         500.00 
Agua                                                                              60.00 
Imprevistos (10 %)         236.03 
Total       2596.40 
